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摘要 对 鸡毛 松 〈 Podocarpus imbricatus)、 竹 柏 ( Podocarpus nagi)、 长 叶 竹 柏 ( Podocarpus fleu- 
ri)、 百 日 青 〈( Podocarpus neriifolius) 和 罗汉 松 〈( Podocarpus macrophyllus) 进行 了 RAPD 分 析 。 经 
第 选 4 组 80 个 引物 ， 发现 9 个 引物 的 带 型 清晰 并 呈 多 态 性 。 采 用 UPGMA 法 对 求 出 的 遗传 距离 
进行 聚 类 分 析 ， 得 到 的 结果 显示 : 本 研究 中 的 植物 明显 地 分 为 3 个 亚 类 群 ， 支 持 在 罗汉 松 属 
内 建立 竹 柏 组 的 处 理 方式 ， 不 同意 把 竹 柏 类 从 罗汉 松 属 中 分 离 出 去 成 立新 科 的 观点 。 
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Abstract Choosing Podocarpus imbricatus, Podocarpus nagi, Podocarpus fleuryi, Podocarpus neriifolius 
and Podocarpus macrophyllus are analysed through the RAPD techniques. Fighty primers from 4 operon kits 
Were screened and 9 of them were able to produce clear polymorphic pattemns. The results generated by using 
UPGMA algorithm to cluster genetic distances calculated from RAPD data imply: 1) the studied species are 
apparently clustered into three subgroups, which supports the treatment of constructing corresponding sec- 
tions, Sect. Dacrycarpus， Sect. Nageia and Sect. Podocarpus in the genus Podocarpus, 2) it is unreason- 
able to separate nageiaoids from Podocarpus and to establish a new family named Nageiaceae. 
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竹 柏 类 植物 是 裸子 植物 中 引 人 注 目的 类 群 ， 其 木材 纹理 直 ， 结 构 细 而 均匀 ， 易 加 工 ， 
经 久 耐 用 ， 为 高 级 建筑 、 家 具 的 首选 材 ， 也 是 庭院 绿化 树种 。 但 是 有 关 竹 柏 类 植物 的 系统 
发 育 分 类 地 位 目前 仍然 存在 争论 。 本 文通 过 对 人 竹 柏 类 及 罗汉 松 科 其 他 植物 进行 RAPD 分 
析 ， 以 期 为 进一步 探讨 竹 柏 类 植物 的 系统 位 置 提供 分 子 依据 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 材料 来 源 
实验 材料 见 表 1。 每 种 植物 选择 搞 取 3 个 个 体 的 叶片 。 
表 1 材料 名 称 及 来 源 
Table 1 Plant material and their origin 








植物 名 称 Plant name 来 源 Origin 

鸡毛 松 ( Podocarpus imbricatus ) Campus of Zhongshan University 

竹 柏 《Podocarpus nagi) Campus of Zhongshan University 

长 叶 竹 柏 ( Podocarpus fleuryi) South - China Botanic Gardens 

百 日 青 《Podocarpus neriifolius ) South - China Botanic Gardens 

罗汉 松 (Podocarpus macrophyllus ) Campus of Zhongshan University, South - China Botanic Gardens 
1.2 主要 试剂 : 


10 mer 衫 核 背 酸 随机 引物 购 自 Operon 公司 (A 组 、C 组 、D 组 ,下 组 )。RAPD 试剂 盒 
购 自 北京 通 康 生物 技术 有 限 责任 公司 。 分 子 量 标记 购 自 中 山大 学 生物 工程 研究 中 心 真 核 分 
子 生物 学 实验 室 。 其 余 试剂 为 国产 分 析 纯 试剂 。 

DNA 的 提取 与 浓度 、 纯 度 检测 取 0.5 g 植物 新 鲜 叶 片 ， 在 液 氮 中 迅速 研磨 成 粉 
末 ， 分 装 于 4 个 1.5 mL 的 Eppendorf 管 中 ,每 管 加 1 mL ~ 20 乞 丙 酮 轻 轻 振荡 1 min，5000 
r/min 离心 10 min， 弃 上 清 ， 重 复 一 次 。 每 管 加 入 60% 预 热 CTAB 提取 液 1 mL， 充 分 混 匀 ， 
60 人 保温 4 h，500 pL 氯仿 : 异 戊 醇 《24:1) 抽 提 10 min，13000 r/min 离心 10 min， 重 复 一 
次 。 取 水 相 ， 加 入 2/3 体积 冷 异 丙 醇 ， 轻 轻 混 合 ， 可 见 象 状 沉淀 ，2000 ~ 3000 r/min 离心 3 
min， 弃 上 清 液 取 沉 淀 。 每 管 加 入 800 HL 清洗 液 ， 室 温 下 作用 20 min，1000 r/min 离心 10 
min， 弃 上 清 ， 自 然 凉 干 。 用 70 yuL TE 溶解 。1.4% 琼 脂 糖 凝 胶 (加 省 乙 锭 至 0.5 jg/mL)、 
100V 电泳 30 min， 紫 外 灯 下 观察 照相 。752 型 分 光 光 度 计 上 ， 波 长 260 nm 及 280 nm 处 测 
定 吸 光度 值 ， 根 据 Aygo/ Azgo 比 值 判 断 DNA 样品 的 纯度 ， 由 Azm 的 值 估 算 浓 度 。 
1.3 RAPD 分 析 

扩 增 反应 在 ERICOMP 公司 PCR 仪 上 进行 。 反 应 体积 25 yL， 包 括 HzO 16.5uL，PCR 组 
冲 液 2.5nL，dNTP 1 pL, 引物 1 pL， 模板 2 yuL (50~160 pg), Taq 酶 2 uyL (1.5U)， 反 应 混 
合 物 用 20 民 石 晴 油 覆盖 。 扩 增 条 件 : 95% 预 变性 200 s; 94% 变 性 1 min，36% 复 性 1 min， 
72% 延 伸 2 min，40 个 循环 ; 72% 延 伸 10 min。 每 次 扩 增 反应 均 设 置 不 含 DNA 模板 的 空白 
对 照 。RAPD 产物 经 1.4% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 〈 加 省 乙 锭 至 0.5 pg/mL) 分 离 ， 于 紫外 灯 下 观 
察 照 相 。 
1.4 数据 处 理 

任意 2 个 样本 间 的 遗传 距离 (D) 根据 以 下 公式 计算 : 

D=1-F, 
F=2Nxy/ (Nx+ Ny), 

其 中 Nx、Ny 分 别 是 样本 X、 样 本 了 扩 增 出 的 DNA 片段 总 数 ，Nxy 是 样本 X 和 样本 YY 共有 
的 DNA 片段 数 。 
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根据 遗传 距离 采用 UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean) 法 进行 聚 
类 分 析 ， 构 建树 系 图 。 


2 结果 与 讨论 


对 Operon 公司 的 4 组 80 个 引物 (Al -20，C1 -20，D1 - 20，E1 - 20) 进行 筛选 ， 其 
中 9 个 引物 ( 表 2) 的 扩 增 产物 经 琼脂 糖 凝 胶 电泳 能 得 到 分 离 良好 并 呈 多 态 性 的 带 型 (图 
1)。 该 9 个 引物 的 G+ C% 含 量 为 60% ~ 70%， 每 个 引物 扩 增 的 DNA 片段 数 为 1 ~ 11 个 ， 
它们 在 每 个 样本 中 获得 的 DNA 片段 总 数 平均 为 31 个， 这 些 DNA 片段 的 分 子 量 范围 在 370 
~ 3900 bp 之 间 . 选择 清晰 而 且 重 复 性 好 的 谱 带 作为 分 子 数据 进一步 分 析 。 

根据 任意 2 个 样本 RAPD 图 谱 中 共有 的 DNA 片段 数 和 扩 增 出 的 DNA 片段 总 数 ， 可 以 
求 出 它们 之 间 的 遗传 距离 ( 表 1)。 应 用 UPGMA 法 对 遗传 距离 进行 聚 类 分 析 得 到 树 系 图 


(图 2)。 
表 1 任意 2 种 植物 间 的 遗传 距离 ，RAPD 图 谱 “中 共有 的 片段 数 和 扩 增 片段 总 数 
Table 1 Genetic distances between any two species (above diaganol) ，the numbers of the shared fragments and 
the total numbers of fragments amplified in RAPD pattems (below diaganol ) 








1 2 3 4 5 6 
1 0.0693 0.3263 0.3725 0.3469 0.5862 
2 94/101 0.2473 0.4200 0.3542 0.5529 
3 64/95 70/93 0.3895 0.4066 0.4500 
4 64/102 58/100 58/95 0.1633 0.5172 
5 64/98 62/96 54/91 82/98 0.5181 
6 36/87 38/85 44/80 42/87 40/83 

1 2 3 4 $ 6 了 i 2 3 4 5 6 7 





图 1 随机 引物 D-03 (a), D-12 (b) 扩 增 产物 
1，2. 罗汉 松 ; 3. 百 日 清 ; 4. 竹 柏 ; 5. 长 叶 竹 柏 ; 6. 鸡毛 松 ; 7. 2kb marker 
Fig.1 Amplification products of primer D-03 (a), D-12 (b) 
1, 2.P.macrophyllus; 3.P. neriifolius; 4.P.nagi; 5.P. fleuryi; 6.P.imbricatus; 7. 2kb marker 
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表 2 引物 名 称 、 碱 基 序列 和 扩 增 后 每 种 植物 产生 的 带 型 数 
Table 2 Name of primers, their base sequences and number of bands generated from each species (1-S) after amplification 


植物 材料 * Plant materials x 











名 称 序列 1 2 3 4 5 6 总 计 
Name Sequence 

OPC-08 35 -TGGACCGGTG -了 3 4 3 2 5 5 5 15 
OPD-03 3 -GICGCCGTCA-3 10 9 9 9 10 11 5 
OPD-05 了 ~TGAGCGGACA-3 6 7 6 5 5 5 9 
OPD-08 3 -GIGTGCCCCA-3 5 4 2 3 3 3 5 
OPD-10 5 -GGICTACACC-3 5 5 4 7 6 3 8 
OPD-12 5 ~CACCGTATCC-3 6 7 还 5 5 1 13 
OPD-13 S$ -GGGGTGACGA -3 6 7 6 5 4 3 10 
OPD -20 了 -ACCCGGTCAC -3 7 6 7 10 区 6 14 
OPE-02 了 -GGTGCGGGAA -了 3 2 2 1 2 2 1 2 





* 植物 材料 中 的 1、2. 罗汉 松 ，3. 百 日 青 ,4. 竹 柏 ，5. 长 叶 竹 柏 ，6. 鸡毛 松 
*1, 2- P.macrophyllus; 3— P. neriifolius; 4— P.nagi; 5- P. fleuryi; 6- P. imbricatus 
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图 2 根据 RAPD 数据， 应 用 UPGMA 法 构建 的 树 系 图 
Fig.2 Dendrogram generated using UPGMA algorithm to cluster RAPD data 


在 表 1 中 样本 1、2 均 为 罗汉 松 ， 其 中 样本 1 采 自 中 山大 学 校园 ， 样 本 2 采 自 华南 植 
物 园 ， 它 们 之 间 的 遗传 距离 仅 为 0.0693。 竹 柏 一 长 叶 竹 柏 之 间 为 0.1633。 图 2 显示 人 竹 柏 类 
植物 明显 地 在 罗汉 松 属 内 ， 而 且 罗 汉 松 属 的 植物 明显 地 可 以 进一步 分 为 3 个 亚 类 群 ，1) 
罗汉 松 和 百 日 青 ，2) 竹 柏 和 长 叶 竹 柏 ，3) 鸡毛 松 。 在 亚 类 群 内 遗传 距离 介 于 0.1633 一 
0.3263 之 间 ; 而 亚 类 群 间 的 遗传 距离 最 小 为 0.3469， 最 高 达 0.5862。 

在 早期 研究 时 曾 把 竹 柏 类 植物 作为 裸子 植物 中 的 新 属 Nageia (Stiler，1912)。De 
Laubenfels (1969) 修订 罗汉 松 科 时 ， 把 竹 柏 类 重新 独立 为 属 并 且 命 名 属 名 为 Decussocarpus 
De Laubenfeljs。 他 再 次 修订 时 恢复 使 用 Nageia 属 名 而 把 Decussocarpus 作为 该 属 的 新 异 名 
(1987)。Page (1988) 确认 Nageia 属 名 的 合法 性 ， 认 为 该 属 的 主要 特征 为 具 独 特 的 宽大 多 
脉 叶 和 分 枝 的 生殖 器 官 构造 ， 并 指出 该 属 为 极 自然 的 类 群 。 郑 万 钧 、 傅 立国 在 《中 国 植物 
志 》 中 将 竹 柏 类 植物 置 于 罗汉 松 科 (Podocarpaceae) 罗汉 松 属 ( Podocarpus ) 的 竹 柏 组 
(Sect， Nageia) 内 。 傅 德 志 (1992) 根据 叶 无 中 脉 而 具 多 数 近 平行 细 脉 和 雌性 生殖 器 官 接 
近 原 始 的 枝条 状 结构 ， 把 竹 柏 属 从 罗汉 松 科 中 分 离 出 来 建立 单 属 新 科 人 竹 柏 科 (Nageiaceae 
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D. Z. Fu)。RAPD 分 析 结 果 ( 表 1， 图 2) 显示 罗汉 松 属 植物 自然 地 分 为 3 个 亚 类 群 ， 竹 柏 
类 植物 为 其 中 一 个 组 ， 因 此 竹 柏 类 植物 应 保留 在 罗汉 松 属 内 ， 这 和 郑 万 钩 根据 经 典 分 类 学 
提出 的 罗汉 松 属 处 理 方式 极为 吻合 ( 郑 万 钧 等 ，1978)。 假 种 皮 超 微 结构 特征 的 观察 结果 
也 支持 这 种 意见 〈 苏 应 娟 等 ，1997) 。 
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